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摘要 : 为 了 明确 广西 野生 茶树 种 质 资源 的 遗传 背景 ， 从 而 为 广西 野生 茶树 种 质 资 源 科 学 保护 
和 合理 利用 提供 理论 依据 。 从 广西 宁 明 县 、 金 秀 县 、 苍 梧 县 收集 到 14 份 地 方 野生 茶树 种 质 
资源 ， 以 17 个 国家 级 茶树 良种 作 参照 ， 采 用 EST-SSR 分 子 标记 技术 ,研究 广西 这 三 个 地 方 
野生 茶树 与 国家 级 茶树 良种 间 的 亲缘 关系 及 广西 地 方 茶树 自身 遗传 多 样 性 。 实 验 结果 显示 : 
15 对 EST-SSR 引物 共 检 测 到 68 个 等 位 基因 ， 平 均 每 个 引物 可 扩 增 出 4.53 个 ， 其 中 多 态 性 
立 点 为 60 个 ， 多 态 性 比率 达 88.2%。 平 均 观测 杂 合 度 、 平 均 期 望 杂 合 度 、 平 均 Shannon 信 
息 指数 分 别 为 0.42、0.55 和 0.97。PIC 值 在 0.23-0.74 之 间 ， 平 均 为 0.32， 多 态 性 较 好 。 遗 
传 相似 系数 在 0.53-0.9 之 间 ， 平 均值 为 0.71，31 份 供 试 材料 在 遗传 相似 系数 为 0.71 分 为 
日 群 ，76% 参 照 品种 聚 在 A 组 群 ， 而 广西 本 地 的 野生 茶树 资源 则 主要 分 布 在 B、C、D、 EE 
组 群 。 利 用 该 研究 中 的 四 对 核心 引物 即 可 将 31 份 供 试 材料 全 部 区 分 开 , 挑选 其 中 10 个 多 态 
生 较 好 的 等 位 位 点 进行 编码 ， 构 建 31 份 供 试 种 质 的 DNA 分 子 指纹 图 谱 。 研 究 表 明 广 西 野 
生 杂 树 资 源 与 国家 级 茶树 良种 间 和 遗传 差异 较 大 ， 亲缘 关系 较 远 ,遗传 基础 宽 ， 多 样 性 非常 丰 
富 ， 可 作为 茶树 育种 的 亲本 或 开展 茶树 功能 基因 研究 的 材料 。 
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Genetic relationship analysis of wild tea tree germplasm 
resources in part of Guangxi based on EST-SSR markers 


HUANG Shouhui, WEN Lixiang ， PENG Jingru, ZHANG Fen, 
TAN Yewei, LONG Lingyun, MAO Liyan 
(Guangxi Subtropical Crops Research Institute, Nanning 530001, China) 


Abstract: It is aimed to clarify the genetic background of wild tea tree germplasm resources in 
Guangxi, so as to provide a theoretical basis for the scientific protection and rational utilization of 
wild tea tree germplasm resources in Guangxi. Fourteen local wild tea tree germplasm resources 
have been collected from Ningming County, Jinxiu County and Cangwu County, Guangxi. Taking 
17 state-level tea cultivars as reference, and adopting EST-SSR molecular marker technology, the 
research focus on the genetic relationship between these wild tea trees and the state-level tea 
cultivars in three places of Guangxi and the genetic diversity of local tea trees in Guangxi. The 
experiment results showed that a total of 68 alleles were detected in 15 pairs of SSR primers, and 
each primer could amplify 4.33 by average, of which polymorphic site were 60, and the 
polymorphic ratio was 88.2%. The average observed heterozygosity, average expected 
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heterozygosity, and average Shannon information index were 0.42, 0.55, and 0.97 respectively. 
The PIC value was between 0.23-0.74 with an average of 0.52, and the polymorphism is good. 
The genetic similarity coefficient is between 0.33 and 0.9, with an average value of 0.71. The test 
materials are divided into 3 groups at genetic similarity coefficient of 0.71. 76% of the reference 
varieties were clustered in group A, while the local wild tea tree resources in Guangxi are mainly 
distributed in B, C, D, E groups. By using the four pairs of core primers in this study, 31 test 
materials can be completely distinguished. Ten allelic sites with good polymorphisms were 
selected for coding, and 31 DNA fingerprints of the tested germplasm were constructed. The study 
has shown that there is great genetic difference between the wild tea trees in Guangxi and the 
state-level tea cultivars. The wild tea tree resources in Guangxi has distant genetic relationship, 
wide genetic basis and rich diversity, and can be used as the parent for tea tree breeding or 
materials for studying tea tree functional genes. 


Key words: wild tea tree, germplasm resources, EST-SSR, genetic diversity, DNA molecular 
fingerprint spectrum, Guangxi 


茶树 种 质 资源 是 开展 茶树 种 质 创新 、 新 品种 选 育 、 功 能 基因 挖掘 等 研究 的 的 物质 基础 和 
基本 条 件 ， 种 质 资源 丰富 与 否 与 新 品种 选 育成 功率 有 着 紧密 的 联系 〈 周 萌 等 ，2013) 。 研 究 
表明 ， 茶树 起 源 于 我 国 云 南 、 四 川 、 贵 州 交 界 地 区 〈( 虞 富 莲 ，1986) ， 而 广西 与 贵州 、 云 南 、 
四 川 接壤 ， 是 茶树 次 生起 源 地 ( 草 秀 菊 等 ，2006) ， 常 年 水 热 资源 丰富 ， 自 然 条 件 优越 ， 孕 
育 着 丰富 的 野生 、 半 野生 茶树 种 质 资源 。 经 过 长 期 自然 选择 和 自身 进化 ,广西 各 地 野生 茶树 
资源 在 表 型 、 农 艺 性 状 、 内 含 物 含量 上 具有 丰富 的 差异 性 〈 覃 秀 菊 等 ，2006) 。 但 对 于 广西 
野生 茶树 种 质 党 资 源 的 研究 多 数 仅 限于 调查 、 收 集 和 简单 分 布地 理 位 置 和 形态 的 描述 , 对 于 其 
遗传 特性 的 研究 鲜 见报 道 。 
用 于 茶树 种 质 资源 遗传 分 析 与 评价 的 方法 主要 有 形态 学 标记 法 、 生 化 标记 法 和 DNA 分 
子 标记 法 三 种 , 由 于 形态 学 标记 法 过 多 依赖 鉴定 者 的 经 验 , 且 鉴 定 结果 易 受 生产 方式 和 环境 
1 鉴定 的 可 靠 程 度 不 高 。 而 生化 标记 法 由 于 受 限于 蛋白 质 种 类 偏 
少 ， 其 检测 位 点 较 少 , 多 态 性 不 够 丰富 , 不 能 有 效 区 分 亲缘 关系 非常 密切 的 茶树 资源 ( 乔 
DNA 分 子 标记 直接 反映 基因 组 DNA 水 平 遗 传 变异 ， 多 态 性 丰富 、 准 确 性 
高 、 重 复 性 好 ， 且 不 随 发 育 时 期 而 变化 ， 不 受 环境 影响 ， 鉴 于 此 ，DNA 分 了 标记 技术 已 被 
广泛 应 用 在 包括 茶树 在 内 的 各 类 作物 种 质 资 源 遗 传 分 析 和 鉴定 上 《姚明 哲 ，2009) 。 目 前 应 
= j 于 茶树 遗传 分 析 的 分 子 标记 主要 有 : RAPD、AFLP、ISSR 和 EST-SSR 标记 〈 王 丽 怨 等 ， 
~ 2004) 、《 姚 明哲 和 陈 亮 ，2003) 、“〈 梁 慧玲 和 梁 月 荣 ，2003) ， 其 中 EST-SSR 相对 其 他 
ea 标记 具有 等 位 点 多 、 共 显 性 、 重 复 性 好 、 多 态 性 高 、 数 量 丰 富 等 优势 (Powell et al., 1996) ， 
"一 上 且 可 直接 从 EST 数据 库 中 筛选 获得 SSR， 开 发 成 本 相对 较 低 (Varshney et al., 2005) ， 另 外 
= EST-SSR 序列 为 基因 组 的 表达 序列 ， 其 差异 性 直接 反映 出 基因 表达 的 差异 (Saha et al,， 

2005) 、 CGao et al,, 2004) 。 EST-SSR 应 用 于 茶树 遗传 分 析 屡 见报 道 ， 如 金 基 强 等 (2007) 
首次 基于 EST-SSR 引物 对 浙江 、 福 建 等 地 的 优良 茶树 品种 资源 进行 了 分 析 ， 结 果 充 分 说 明 
EST-SSR 标记 可 有 效 分 析 茶 树种 质 资 源 , 能 真实 反映 不 同 品种 间 的 遗传 差异 ; 刘 振 等 (2008) 
利用 EST-SSR 标记 对 60 份 中 国 西 南 茶 区 的 茶树 资源 进行 了 遗传 多 样 性 和 亲缘 关系 分 析 , 研 
究 结 果 表 明 EST-SSR 标记 非常 适用 于 茶树 遗传 多 样 性 和 亲缘 关系 的 研究 ， 同 时 结果 也 显示 
我 国 西南 茶 区 的 茶树 种 质 资源 多 样 性 非常 丰富 ， 值 得 深入 开发 研究 。 姚 明哲 等 (2009) 通过 
EST-SSR 标记 对 45 份 江北 茶 区 的 茶树 初级 核心 种 质 的 遗传 多 样 性 和 遗传 结构 分 析 ， 提 出 可 
进一步 对 初级 核心 种 质 进行 算 选 ， 选 择 更 有 遗传 代表 性 的 资源 ， 构 建 江北 茶 区 的 核心 种 质 ， 
从 而 提高 江北 茶 区 优异 资源 发 掘 和 利用 的 效率 。 陈 申 等 〈2016) 基于 EST-SSR 分 子 标记 对 
陕西 茶树 资源 遗传 多 样 性 进行 分 析 , 指出 陕西 茶树 种 质 资源 遗传 多 样 性 处 于 较 高 水 平 ， 从 群 
体 种 选 育 良 种 是 可 行 的 。 

oo ie le ale 可 充分 
认识 广西 野生 茶树 种 质 资源 的 遗传 特性 ， 对 广西 茶树 资源 的 分 子 鉴 定 、 品 种 遗传 改良 、 种 质 
保护 、 | 
值 和 理论 指导 意义 。 该 研究 利用 EST-SSR 技术 对 广西 部 分 野生 茶树 资源 进行 遗传 特性 研究 ， 
则 在 揭示 广西 野生 茶树 种 质 资 源 的 遗传 基础 ， 为 今后 核心 种 质 资源 收集 利用 提供 理论 支撑 。 


er 


局 
人 


1 材料 与 方法 
1.1 材料 


供 试 的 31 份 茶树 种 质 资源 〈 表 1) ，14 份 取 自 


分 布 在 广西 金 秀 、 


宁 明 、 六 堡 镇 的 野生 


人 条， 另外 17 份 为 国家 级 优良 品种 。 于 2018 年 春季 采摘 一 芽 二 叶 新 梢 ， 液 氮 迅 速 冷冻 ， 然 后 


置 于 一 70 冰箱 


保存 备用 。 


Table 1 Name and origin of tea 


t 试 材料 的 名 称 及 原 产 地 


accessions used in this study 


种 质 名 称 原 产地 种 质 名 称 原 产地 
Germplasm Origin Germplasm Origin 

宁 明 ] 号 六 西宁 明 县 桂香 18 号 广西 桂林 
Ningming 1 Ningming, Guangxi Guixiang 18 Guilin, Guangxi 
宁 明 2 号 六 西宁 明 县 云南 大 叶 种 云南 动 库 
Ningming 2 Ningming, Guangxi Yunnandayezhong Mengku, Yunnan 
宁 明 3 号 | 西宁 明 县 碧 香 时 湖南 长 沙 
Ningming 3 Ningming, Guangxi Bixiangzao Changsha, Hunan 
宁 明 4 号 六 西宁 明 县 福 易 大 之 福建 福 易 
Ningming 4 Ningming, Guangxi1 Fudingdahao Fuding, Fujian 
宁 明 5 号 六 西宁 明 县 尧 山 秀丽 广西 桂林 
Ningming 5 Ningming, Guangxi Yaoshanxiuli Guilin, Guangxi 
金 秀 1 号 广西 金 秀 县 金 牡 丹 福建 福州 
Jinxiu 1 Jinxiu, Guangxi Jinmudan Fuzhou, Fujian 
金 秀 2 号 广西 金 秀 县 白 叶 1 号 福建 安吉 
Jinxiu 2 Jinxiu, Guangxi Baiye 1 Anji, Fujian 
金 秀 3 号 广西 金 秀 县 梅 占 福建 安溪 
Jinxiu 3 Jinxiu, Guangxi Meizhan Anxi, Fujian 
金 秀 4 号 广西 金 秀 县 金 观 音 福建 福州 
Jinxiu 4 Jinxiu, Guangxi Jinguanyin Fuzhou, Fujian 
金 秀 5 号 广西 金 秀 县 黄 观 音 福建 福州 
Jinxiu 5 Jinxiu, Guangxi Huangguanyin Fuzhou, Fujian 
六 堡 1 号 广西 六 堡 镇 黄 玫 瑰 福建 福州 
Liubao 1 Liubao, Guangxi Huangmeigui Fuzhou, Fujian 
六 堡 2 号 广西 六 集镇 黄金 芽 浙江 安吉 
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1.2 DNA 提取 


采用 改进 的 CTAB 法 《〈 陈 盛 相 ，2009) 提取 茶叶 DNA， 使 ) 
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分 光 光 度 计 和 1% 琼脂 糖 凝 


胶 电 泳 检测 DNA 的 质量 和 浓度 。 然 后 稀释 DNA 原液 至 50 ng*hL ， 于 -20 人 保存 备用 。 


1.3 EST-SSR 标记 


参照 姚明 折 (2009) 报道 的 EST-SSR 标记 ， 经 过 材料 利 选 ， 选 出 15 对 多 态 性 高 、 带 型 


清晰 的 引物 ， 引 物 信 | 


电 如 表 2 所 示 ， 委 托 华 大 基因 科技 有 限 公司 合成 。 


表 215 对 EST-SSR 引物 的 序列 信息 


Table2 Information of fifteen EST-SSR markers 


引物 引物 序列 Primer sequence (5' 一 3”) 退火 温度 片段 大 小 
Size of 
Primer 正 所 有 反 向 Annealing product 
temperature (°C) (bp) 
Forward Reverse 
T6 GTCAAGAAAGCTCAAGGC AAGACCCATACAAAAGATACT 52 150~170 
T8 TCNNNTCACGGTTNNGT AAATGCNNNNGGTTCT 56 150~200 
T12 ATCCACCGTATGATGCT TGTCTTGTGACCAAATTGAC 49 150~160 
T13 ATGANNAGCAANNGAACG GGACTNNNAACTCGNNCT 58 200~230 
T21 CCACCGTTGATTCTACTTT GATGGGCTTGTCTTCGTC 53 110~170 
T185 ATCNNCAGATNNTGGC GGNNTTGTGGTCNNGGT 58 210~250 
T228 GAATCAGTGAATAAAGCGTGTA TGAAGTGGCGGCGGAAGA 51 160~180 
T395 TICAGGCACCTCACAA AAGTAACCCGAAACAT 52 230~250 
TS588 TGACAGCAGAACAACAT ACTGAACCCAACACCACA 53 100~160 
T641 CAAGCAATACATACACACA AACAGAGCATACCCAGAAG 50 180~210 
T663 CTCTTGATTGGTGCCTTTA TTGGTAGCCTCTTCTTTTG 43 230~260 
T685 TAGGGTTTTAGTTTCAG AACATCCTTGCCTCGTC 58 100~115 


T687 GAGGCGTTTTCAAGGTT GTAGGTGTGTCGTCCAG 52 170~210 

T802 GCAGAAAACCCTGTCAAT ATCACCACCCCACCATAC 53 130~160 

T1110 CATTGCCTTGATGCTGA GATGACGATGGAGTGGG 53 110~190 
1.4 PCR 扩 增 及 产物 检测 


按 ( 表 3) 配 秆 


| EST-SSR 反应 体系 ， 进 行 PCR 扩 增 ; PCR 扩 增 各 个 循环 参数 : 94 ‘C 预 


变性 5 min, 94 'C 变 性 1 min, 对 应 温度 退火 30 s (各 引物 退火 温度 见 表 2), 72 人 延伸 2 min， 
35 个 循环 ， 然 后 ;> ‘延伸 5 min，4 'C 人 保存。 参照 黄 寿 辉 (2013) 方法 进行 PCR 产物 聚 两 


烯 酰胺 凝 胶 检 疯 


1、 银 染 显 色 和 拍照 记录 。 
表 3 EST-SSR 标记 检测 的 PCR 反应 体系 
Table 3 PCR cocktail for EST-SSR marker examination 
成 分 体积 
Component Volume (nL) 
DNA (25 nguL'!) 2 
primer (50 umemolD 0.5 
dNTPs(10 mmemolD 0.2 
Mg” (25 mm*mol’!) 0.8 
Taq (5 UehD) 0.1 
Buffer (10x) 1 
ddH2O 5.4 
Total 10 


1.5 数据 统计 与 分 析 


每 对 SSR 引 


原始 数据 矩阵 。 


物 检测 一 个 位 点 ， 


每 一 条 多 态 性 条 带 视 为 一 个 等 位 变异 ， 采 用 人 工读 带 的 方 


法 , 将 电泳 图 上 清晰 的 条 带 记 为 “1”, 同一 位 置 无 带 或 不 易 分 辨 的 弱 带 计 为 “0”, 建立 “0-1” 
使 用 软件 Popgene32 (Yeh et al., 1999) 统计 每 个 引物 在 31 材料 中 扩 增 的 等 


位 基因 数 (Na) ， 观 测 杂 合 度 (Ho) 、 期 望 杂 合 度 (He) ，Shannon 信息 指数 (17) 。 根 据 


公式 : PIC=1- (Pi) 2 计 和 
基因 群体 的 比例 。 


其 中 a 为 品种 i 


与 品种 7 共有 带 


对 聚 类 分 析 结 果 进 行 分 析 讨 论 。 


结果 与 分 析 
2.1 EST-SSR 扩 增 结果 及 多 态 性 分 析 


利用 15 对 


每 个 引物 的 多 态 性 信息 量 (PIC) ， 其 中 Pi 是 带 有 第 i 个 等 位 
根据 公式 : DICE= 二 2a/(2atb+tc) 计算 品种 间 的 DICE 遗传 相似 性 系数 ， 


型 数目 , b 为 品种 i 特有 和 带 型 数目 , c 为 品种 j 特 有 带 型 数目 。 


] NTSYS-pc2.1 (Rohlf，2000) 软件 进行 品种 间 多 态 性 和 相似 系数 分 析 ， 通 过 非 加 权 配 对 
算术 平均 法 (UPUMA) 进 行 聚 类 分 析 ， 建 立 亲 缘 关 系 树 状 图 。 结 合 供 试 材料 的 形态 学 特征 ， 


EST-SSR 引物 对 31 份 实验 材料 进行 多 态 性 检测 ,部 分 引物 扩 增 结果 见 图 1。 


如 表 4 所 示 ， 
可 以 扩 出 6 个 


共和 检测 到 68 


个 等 位 位 点 。 扩 出 等 位 位 点 数 最 多 的 引物 为 T395 和 T 了 588， 分 别 


等 位 位 点 ， 其 次 是 T6、T8、T185、T685、T802、T1110, 均 可 扩 出 5 个，T12、 


T21、T228、T641、T687 可 扩 出 4 个 ，T663、T113 为 3 个 ，T13 扩 出 的 等 位 位 点 最 少 ， 为 
2 个 , 平均 每 个 引物 可 扩 出 的 等 位 位 点 数 为 4.47 个 。 在 扩 增 到 的 68 个 等 位 基因 中 有 14 个 特 
异 等 位 基因 ， 主 要 分 布 在 宁 明 2 号 、 宁 明 4 号 、 六 堡 1 号 和 金 秀 5 号 中 ， 这 表明 ， 这 几 个 种 
质 在 某 些 位 点 与 其 他 种 质 有 着 很 大 差异 , 是 研究 等 位 基因 功能 差异 的 良好 材料 。 对 于 整个 群 
体 而 言 ， 群 体 的 观测 杂 合 度 (Ho) 变 化 范围 为 0.18 (CT113) 一 0.63 (T1110〉， 平 均 为 0.42; 
期 望 杂 合 度 (8e) 的 变化 范围 为 0.23(T113〉 一 0.74 (T588) ， 平 均 为 0.55。Shannon 信息 指 
数 〈7) 变 幅 在 0.35$ 一 1.53 之 间 ， 平 均 0.97。 多 态 性 信息 含量 (PIC 值 ) 是 衡量 引物 扩 增 位 
点 多 态 性 的 重要 指标 。 当 PIC>0.5 时 ， 表 明 扩 增 位 点 具 高 度 多 态 性 ，0.25<PIC<0.5 时 ， 为 中 
度 多 态 性 ，PIC<0.25 时 为 低 度 多 态 性 (Botstein et al， 1980) 。 该 研究 选用 的 15 个 引物 的 
PIC 值 在 0.23~0.74 之 间 ， 平 均 为 0.52， 标 记 T13 (PIC=0.23) 为 低 度 多 态 位 点 ，4 个 标记 
T687 (PIC=0.43) 、T663 (PIC=0.28) 、T21 (PIC=0.21) 、T641 (PIC=0.26) 为 中 度 多 态 
位 点 ， 其 它 10 个 为 高 度 多 态 位 点 ，PIC 值 变 化 范围 为 0.51 一 0.74， 表 明 所 选用 EST-SSR 引 
物 在 茶树 上 具有 较 高 水 平 的 扩 增 位 点 多 态 性 ， 不 同 EST-SSR 位 点 的 多 态 性 有 明显 差异 ， 同 
时 也 说 明 广 西 野生 茶树 与 国家 级 茶树 良种 间 和 遗传 差异 大 ， 具 有 较 高 的 遗传 多 样 性 。 


表 4EST-SSR 引物 扩 增 结果 及 多 态 性 信息 


ls 


计 


Table4 Results and the polymorphism information of SSR primers 


引物 等 位 位 点 数 观测 杂 合 度 期 望 杂 合 度 ”多 态 性 信息 含量 ”Shannon 信息 指数 
Primer Allele Ho He PIC I 
T395 6 0.43 0.67 0.74 1.37 
T687 4 0.34 0.52 0.43 0.98 
T185 5 0.25 0.47 0.57 0.93 
T588 6 0.48 0.74 0.64 1.53 
T663 3 0.28 0.41 0.28 0.71 
T1110 5 0.63 0.67 0.59 1.27 
T228 4 0.53 0.61 0.53 0.73 
T685 5 0.47 0.67 0.60 1.15 
T13 2 0.18 0.23 0.23 0.35 
T8 5 0.34 0.46 0.59 0.69 
T21 4 0.47 0.54 0.41 0.88 
T12 4 0.28 0.49 0.51 0.89 
T6 5 0.49 0.59 0.64 1.11 
T641 4 0.44 0.50 0.46 0.91 
T802 5 0.42 0.63 0.65 1.09 


平均 Mean 4.47 0.40 0.55 0.52 0.97 


201903.00214v1 


chinaXiv 


ChinaXiv 合 


作 期 刊 


注 : 第 一 个 泳 道 为 Maker， 其 余 泳 道 为 不 同样 品 ， 为 1-31 号 。 


Note: First lane is the marker, others are materials No. 1-31. 
图 1 引物 T8 对 31 份 茶树 种 质 材料 的 EST-SSR 扩 增 电泳 图 


Fig.1 EST-SSR amplification electrophoresis results of 31 tea tree germplasms by the primer 
T8 


2.2 31 份 供 试 种 质 的 亲缘 关系 


根据 31 份 供 试 茶树 种 质 资源 扩 出 的 68 个 EST-SSR 位 点 的 谱 带 数据 组 成 原始 窍 阵 ， 计 
算 所 有 种 质 之 间 的 遗传 相似 性 系数 ， 绘 制 杀 缘 关系 聚 类 图 (图 2) ， 结 果 表 明 供 试 种 质 间 的 
遗传 相似 系数 为 0.53~ 0.90， 平 均 为 0.71， 当 遗传 相似 系数 等 于 0.82 时 ，70% 种 质 已 经 完 
全 分 开 , 其 中 金 秀 1 号 和 金 秀 3 号 的 遗传 相似 系数 最 高 , 达到 0.90, 宁 明 2 号 与 湘 波 绿 最 低 ， 
仅 为 0.38, 表明 广西 野生 茶树 种 质 资 源 间 经 长 期 的 自然 选择 后 , 与 当前 推广 的 国家 级 良种 间 
存在 较 大 的 遗传 差异 , 而 广西 野生 资源 之 间 既 表现 一 定 的 遗传 相似 性 , 也 存在 着 丰富 的 遗传 
差异 。 从 系统 树 发 现 ，31 份 供 试 材料 分 类 比较 零散 ， 没 有 很 明显 的 大 群 组 ， 在 相似 系数 为 
0.71 左右 分 为 5 组 群 : A、B、C、D 和 E, 其 中 A 组 群 包含 19 份 材 料 ， 占 到 所 有 供 试 的 61%， 
分 别 是 : 黄金 芽 、 黄 金 叶 、 玉 鹿 度 、 六 堡 2 号 、 梅 占 、 金 观音 、 黄 观音 、 福 易 大 豪 、 黄 玫瑰 、 
桂香 18 号 、 六 堡 3 号 、 六 堡 4 号 、 邯 山 秀 丽 、 桂 绿 1 号 、 云 南大 叶 种 、 金 秀 1 号 、 金 秀 3 
号 、 金 秀 5 号 ; B 组 群 有 金 秀 2 号 、 金 秀 4 号 、 怕 香 早 、 湘 波 绿 ; C 组 群 也 有 6 个 材料 ， 分 
别 是 : 白玉 1 号 、 紫 鹏 、 六 堡 1 号 、 六 堡 S 号 、 宁 明 1 号 、 宁 明 3 号 ; D 和 EE 组 群 分 别 都 
只 有 1L 份 材料 ， 分 别 是 宁 明 4 号 和 宁 明 2 号 。 以 相似 系数 0.78 为 阔 值 ，A 组 群 又 可 分 为 7 
个 亚 群 ，B 组 群 细 分 为 3 个 亚 群 ，C 组 群 则 分 为 4 个 亚 群 。 从 整个 亲缘 关系 图 来 看 ， 大 部 分 
资源 按照 相同 地 域 来 源 聚 在 了 一 起 ， 如 A3 亚 组 群 中 来 自 浙江 安吉 的 黄金 叶 和 黄金 芽 ， 来 自 
广西 桂林 的 A4 亚 组 群 桂 绿 1 号 和 尧 山 秀丽 ， 来 自 湖南 长 沙 的 B3 亚 组 群 珀 香 早 和 湘 波 绿 ， 
还 有 A6 亚 组 群 金 秀 1 号 和 金 秀 3 号 ，C3 亚 组 群 宁 明 1 号 和 宁 明 3 号 ， 两 份 材料 彼此 间 的 
遗传 相关 系数 相对 较 小 ， 说明 较 近 的 地 理 关 系 表 现 出 较 近 的 亲缘 关系 ; Al 组 群 中 ， 金 牡丹 、 
金 观音 、 黄 观音 均 由 铁 观音 与 黄金 桂 杂 交 而 得 ,而 黄 玫瑰 又 是 由 黄金 桂 与 黄 观 音 回 交 一 个 世 
代 获 得 ， 显 然 他 们 之 间 的 遗传 相似 系数 相对 要 高 ， 聚 到 了 一 起 也 是 情理 之 中 ; 另外 C2 亚 组 
群 中 的 紫 鹏 和 六 堡 1 号 ， 两 者 虽然 不 是 来 自 同一 地 区 ,但 两 份 材料 均 为 紫 芽 材料 ， 也 聚 到 了 
同一 个 分 支 上 , 较 相 近 的 形态 学 特征 也 表现 出 较 近 的 杀 缘 关系 ,说 明 该 研究 所 选用 的 引物 可 
以 对 供 试 材料 的 遗传 差异 性 进行 比较 客观 科学 的 分 析 。 
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2 基于 EST-SSR 标记 的 31 份 供 试 材料 的 UPGAM 聚 类 图 
Fig. 2 Dendrogram obtained using UPGMA based on SSR marker for 31 tea germplasms 


2.3 供 试 种 质 的 DNA 指纹 图 谱 


该 研究 中 ， 使 用 15 对 EST-SSR 引 物 其 中 的 T8、T21、T588、T1110 共 4 对 引物 即 可 鉴定 供 
试 的 31 份 种 质 ， 基 于 这 4 对 引物 对 每 份 茶树 资源 的 等 位 基因 带 型 ， 挑 选 其 中 的 10 个 位 点 进行 
组 合 编码 ， 构 建 了 31 份 供 试 种 质 的 的 DNA 分 子 指纹 图 谱 ( 图 3) ， 并 获得 10 位 数 DNA 分 子 身 
份 证 编码 ( 表 $) 。 结 果 表 明 ， 每 份 材料 都 对 应 一 个 唯一 的 身份 证 编码 ， 这 4 对 EST-SSR 引 物 
可 作为 鉴别 茶树 品种 的 参考 引物 。 


守明 1] 三。 Ningmingl 
宁 明 2 号 ”Ningming? 
宁 明 3 号 Ningming3 
宁 明 4 号 Ningming4 
宁 明 5 号 Ningming5 
金 秀 号。 Jinxiul 
金 秀 号。 Jinxiu2 
金 秀 3 。 Jinxiu3 
金 秀 4 与 。 Jinxin4 
金 筋 3 号 。 Jinxiu5 
六 堡 ] 弓 。 Livbaol 
六 堡 2 号 Linbao2 
六 全 得 Linbao3 
六 堡 4 与 。 Liubao4 
楼 妇 二 Guilv 1 
黄金 叶 。 Huangjinye 
金 特 丹 。 Jinmudan 
白 叶 1! 号 Baiye 1 
梅 上 占 。 Meizhan 
金 观音 。 Jinguanyin 
福 晶 大 室 。Fudingdahao 
黄 玖 瑰 。 Huangmeigui 
桂香 18 号 ”Guixiang 18 
攻 山 秀丽 Yaoshanxiut 
云南 大 叶 种 ”Yunnandayezhong 
黄 观 音 。 Huangguanyin 
玉山 瞳 。 Yuqitn 
湘 波 绿 。 Xiangbolv 
得 香 早 。 Bixiangzao 
黄金 芽 。 Huangjinya 
紫 胸 。 Ziuan 
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mY 
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色 表 示 等 位 基因 存在 ， 白 色 表 示 缺 失 。 


注 : 


Note: The black represents the allele, white represents absence. 


图 3 31 份 供 试 茶树 种 质 的 DNA 分 子 指纹 图 谱 


Fig.3 DNA molecular fingerprinting of 31 test tea tree germplasms 


表 5 31 份 供 试 茶树 种 质 的 DNA 分 子 指纹 图 谱 编 码 


Table 9 Code of DNA molecular fingerprinting for 31 test tea tree germplasms 


种 质 名 称 ”DNA 分子 指 纹 图 谱 编 双  ” 种 质 名 称 DNA 分子 指纹 图 谱 编 码 
Germplasm Code of DNA fingerprints Germplasm Code of DNA fingerprints 
宁 明 1 号 Ningming 1 0011010100 桂香 18 号 Guixiang 18 0000001100 
宁 明 2 号 Ningming 2 1011110001 云南 大 叶 种 Yunnandayezhong 1001111100 
宁 明 3 号 Ningming 3 0000110000 自 香 早 Bixiangzao 1100001011 
宁 明 4 号 Ningming 4 1010111000 福 易 大 毫 Fudingdahao 0011011010 
宁 明 5 号 Ningming 5 0010001000 芜 山 秀丽 Yaoshanxiuli 1001001001 
金 秀 1 号 Jinxiu 1 1110010011 金 牡 丹 Jinmudan 0011011000 
金 秀 2 号 Jinxiu 2 1011111010 叶 1 号 Baiye 1 0011010000 


、 


六 堡 4 号 Liubao4 
桂 绿 1 号 Guilv 1 


紫 鹏 Zijuan 


0110011011 


0001010111 


1011100001 


1000100001 


1100010000 


1010001001 


1100010101 


0001001101 


0011101000 


3. 讨 论 与 结论 
3.1EST-SSR 标记 的 多 态 性 丰富 ， 能 对 供 试 材 料 的 遗传 多 样 性 进行 客观 分 析 


随 着 分 子 生 物 学 、 生 物 信息 学 、 基 因 


梅 占 Meizhan 
金 


金 观 首 Jinguanyin 


黄 观 音 Huangguanyin 


黄 玫瑰 Huangmeigui 


黄金 菠 Huangjinya 


黄金 叶 Huangjinye 


湘 波 绿 Xiangbolv 


玉 麒 腾 Yuqilin 


组 学 的 快速 发 展 ， 可 供用 于 村 


1001001000 


0000101010 


1011011001 


0101100001 


0110010100 


0101100100 


1100000001 


0011111000 


物 遗 传 研究 的 分 子 标 


记 种 类 越 来 越 丰富 ， 除 了 传统 的 RAPD、AELP、ISSR、EST-SSR, 近年 来 又 出 现 了 STS、SNP 


等 分 子 标记 ， 但 茶树 作为 异 花 授粉 的 多 倍 体 木 本 植物 ， 基 因 组 相对 比较 复杂 ，DNA 分 子 标 


记 在 茶树 遗传 


缘 关 系 的 分 析 。 


性 较 好 。 聚 类 图 
引物 能 对 材料 的 等 位 位 点 进行 有 效 扩 增 ， 
紫 鹏 和 六 堡 1 号 表现 出 按 叶 色 优先 


现 
中 


份 


区 式 的 一 个 方 


究 起 步 较 晚 
对 EST-SSR 引 物 对 14 份 广西 


四 个 引物 即 可 ; 
正 编码， 说 明 所 
于 构建 茶树 品种 分 子 指纹 


PF， 相同 来 源 、 相 同 杀 本 、 相 同形 态 特 性 的 材料 均 聚 到 了 一 起 ， 说 明 选 ) 


~ 


前 多 数 标记 在 茶树 上 的 研 


野生 杂 树 资源 和 17 份 国内 优良 茶树 品 入 
15 对 EST-SSR 引 物 各 项 数据 均 处 于 理想 的 范围 ， 说 明 所 筛选 获得 的 标记 多 态 


3.2 广西 野生 茶树 资源 遗传 多 样 性 丰富 
聚 类 结果 中 ， 大 部 分 资源 能 够 按照 相同 的 地 理 来 源 或 相似 的 形态 学 特性 聚 在 同一 类 群 ， 


但 也 有 部 分 材料 例外 ， 体 现 了 茶树 复杂 的 亲缘 关系 。 亲 缘 关 系 图 中 ， 供 试 的 17 份 国家 级 良种 
中 有 13 份 都 聚 在 A 组 群 ， 占 到 总 数 的 76%， 而 广西 


E 组 群 ， 说 明 ) 
树 中 , 来 自 同 


数 为 0.53 和 0.64 时 


得 益 于 广西 


西 野生 条 树 资源 与 
自 同一 地 区 的 材料 间或 者 来 
系数 达到 0.9 外 ,其 他 两 两 之 间 的 遗 


便利 


共 区 之 间 的 基因 


独 聚 成 一 类 ， 


于 广西 作为 茶树 亚 起 源 中 心 ， 
多 样 的 气候 环境 也 就 孕育 了 多 样 性 十 分 丰富 
自然 交流 ， 这 就 使 各 个 茶 区 


本 


究 基 本 处 在 初步 阶段 。 本 研究 用 15 
进行 了 遗传 多 样 性 和 亲 


的 


真实 客观 反映 出 供 试 材料 的 遗传 多 样 性 。 白玉 1 号 、 
聚 类 的 趋势 ， 说 明 叶 色 的 多 样 性 是 分 子 标记 遗传 多 样 性 表 
， 但 这 些 EST-SSR 标 记 是 否 与 和 茶树 叶 色 相关 联 还 需要 进 
各 供 试 31 种 质 全 部 分 开 , 经 过 计算 机 处 理 , 形成 了 每 个 和 
引物 等 位 位 点 非常 丰富 ， 具 有 很 强 的 茶树 品种 鉴别 能 力 ， 这 套 引物 可 用 
图 谱 或 作为 条 树 品 种 的 鉴定 的 参考 引物 。 


步 研 究 。 该 研究 
质 唯一 的 分 子 身 


的 野生 茶树 资源 则 分 布 在 B、C、D、 


国家 级 茶树 良种 遗传 差异 较 大 。 男 外 ， 广 西 本 地 的 野生 茶 
自 不 同 地 区 的 材料 间 ， 除 了 金 秀 1 号 和 金 秀 3 号 遗传 相似 


传 相 似 系数 均 小 于 0.81,， 宁 明 2 号 和 宇明 4 号 


t 至 在 相似 系 


成 了 


3.3 广西 野生 茶树 种 质 资源 遗传 多 样 性 的 利用 和 保护 


Ee! 


广西 野生 茶树 种 质 资 源 
于 广西 本 地 茶树 资源 选 育 出 的 茶树 良种 少 之 又 少 , 随 着 人 们 对 种 质 资源 认识 的 不 断 深入 和 研 


LE 富 ， 以 往 限于 人 力 和 技术 ， 得 


可 见 广西 野生 茶树 资源 的 遗传 多 样 性 非常 丰富 。 这 主要 
自 北向 南 分 为 中 亚热带 、 南 亚热带 、 北 热带 3 个 气候 带 ， 
野生 茶树 资源 ， 又 由 于 广西 多 山地 , 阻隔 了 各 
个 个 相对 独立 的 资源 库 。 


多 资源 并 未 得 到 很 好 的 挖掘 ， 基 


究 分 析 手 段 的 不 断 丰 富 , 广西 野生 茶树 资源 正 逐 步 引起 重视 并 被 加 以 研究 利用 。 利 用 分 子 标 
记 技术 对 广西 野生 茶树 资源 进行 遗传 多 样 性 分 析 ， 揭示 育种 材料 之 间 的 亲缘 关系 。 在 农艺 性 
状 优 展 的 前 提 下 ,将 亲缘 关系 远 的 材料 进行 杂交 ， 可 望 获得 遗传 基础 丰富 、 变 异类 型 多 甚至 
超 亲 的 杂交 后 代 。 从 该 研究 结果 来 看 ， 材 料 宁 明 2 号 和 5 Da eT 0 53 
和 0.63 时 单独 聚 类 ， 说 明 它们 与 其 他 供 试 材料 间 的 遗传 差异 较 大 ， 分 别 选 择 守明 2 号 或 者 宁 
明 4 号 与 国家 级 良种 进行 杂交 育种 ， 如 : 金 牡 丹 ( 宁 明 2 号 与 金 牡丹 遗传 相似 系数 为 0.57) 、 
湘 波 绿 “ 宁 明 2 号 与 湘 波 绿 遗传 相似 系数 为 0.58〉 、 珀 香 早 〈“ 宁 明 2 号 与 笨 香 早 遗 传 相似 系数 
为 0.55) ， 都 有 望 获得 具有 优良 性 状 的 杂交 后 代 。 可 见 遗 传 多 样 性 分 析 可 以 为 亲本 配置 提供 
依据 ， 使 所 做 的 育种 工作 更 加 有 针对 性 ， 提 高 优 展品 系 选 育 的 效率 。 遗 传 多 样 性 分 析 在 种 质 
保护 中 同样 具有 重要 价值 ， En 人 们 往往 通过 肉眼 观察 ， 根 据 形 态 
学 特性 、 农 艺 性 状 来 筛选 种 质 ,但 对 于 一 些 形态 特性 相似 种 质 会 难以 做 出 选择 ， 从 而 会 错过 
一 些 携带 优异 基因 的 种 质 材料 ， 另 外 仅 从 # 态 学 往往 会 过 寸 高 估计 (Bushakra et al，1999) ， 
收集 到 重复 材料 ， 在 实际 收集 工作 中 造成 人 力 、 物 力 、 财 力 的 浪费 。 收 集 前 先 对 野生 材料 进 
行 系统 的 遗传 多 样 性 分 析 , 然后 根据 分 析 结 果 筛 选 收集 种 质 , 从 而 以 最 少数 量 的 遗传 资源 最 
大 限度 地 保存 整个 资源 群体 的 遗传 多 样 性 ， 起 到 事半功倍 的 效果 。 

随 着 茶树 基因 组 测序 工作 完成 , 茶树 分 子 标记 数量 和 种 类 将 有 大 幅度 增加 , 结合 广西 野 
生 茶 树 资 源 丰 富 的 优势 ,今后 重点 对 我 区 野生 茶树 资源 的 遗传 特性 进行 分 机 、 鉴 定 ， 挖 掘 茶 
树 功能 基因 并 进行 QTL 定 位 , 开展 茶树 遗传 图 谱 绘 制 等 , 在 为 我 区 乃 全 国 茶树 育种 工作 不 断 
提供 新 的 种 质 材料 的 同时 ， 可 极 大 促进 茶树 分 子 标 记 辅 助 育种 的 进一步 发 展 。 
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